ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียก่อโรคทางเดินอาหารโดยแบคทีเรียกรดแลกทิกจากลูกแป้งข้าวหมาก by ชาญชัยเชาว์วิวัฒน์, อรุณ & อุเทนสุต, อัฐวิทย์
วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 4 ฉบับท่ี 2 (2556) 
 124 
ประสิทธิภาพการยับยั้งแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร 
โดยแบคทีเรียกรดแลกทิกจากลูกแปงขาวหมาก 
 
อรุณ ชาญชยัเชาวววิัฒน* และอัฐวทิย อุเทนสุต 
 
สาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลัยราชภัฎบานสมเด็จเจาพระยา กรุงเทพฯ 10600 
*E-mail: arunchan_57@hotmail.com 
 
รับบทความ: 18 สิงหาคม 2556  ยอมรับตีพิมพ: 3 ตุลาคม 2556 
 
บทคัดยอ 
การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือวิเคราะหและเปรียบเทียบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลกทิก Pediococcus pentosaceus 
AUB1 ATB1 SRB1 และ LBB1 ท่ีแยกไดจากลูกแปงขาวหมากในการยับย้ังเชื้อกอโรคทางเดินอาหาร คือ Escherichia coli 
Staphylococcus aureus  Salmonella typhi  Shigella flexneri  Shigella boydii และ Shigella sonnei ท่ีภาวะคาความเปนกรด–
เบส และอุณหภูมิแตกตางกัน ทดสอบประสิทธิภาพโดยวิธี well test และตรวจสอบการอยูรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลกทิกท่ี
ภาวะเลียนแบบระบบยอยอาหารดวยวิธี viable cell count ผลการทดลองพบวา คาความเปนกรด–เบสและอุณหภูมิมีผลตอประ-
สิทธิภาพการยับย้ังของ Pediococcus pentosaceus โดยที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและคาความเปนกรด–เบส 5.0 และ 7.0  
ใหผลการยั้บย้ังในภาพรวมดีท่ีสุด ซึ่งท่ีภาวะนี้สายพันธุแบคทีเรียกรดแลกทิก AUB1 ATB1 SRB1 และ LBB1 สามารถยับย้ัง
แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารได 5 ชนิด ยกเวน Staphylococcus  aureus และเมื่อทดสอบความสามารถในการอยูรอด-ชีวิตของ P. 
pentosaceus ท้ัง 4 สายพันธุ พบวา ไมสามารถทนตอภาวะท่ีมีเอนไซมเพปซินเขมขน 3.0 mg/mL ท่ีภาวะความเปนกรด–เบส 3.0 
และ 2.5  และภาวะมีน้ําดีรอยละ 1.0–7.0 ท่ีคาความเปนกรด–เบส 8.0 มีผลทําลาย Pediococcus pentosaceus 
 
คําสําคัญ: Pediococcus pentosaceus  แบคทีเรียกรดแลกทิก แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร เพปซิน น้ําดี 
 
Inhibitory Efficacies of Lactic Acid Bacteria Isolated from 
LoogPang KaoMark against Enteropathogenic Bacteria 
 
Arun Chanchaichaovivat* and Atthawit Utiansut 
 
Microbiology Program, Faculty of Science and Technology, Bansomdejchaopraya Rajabhat University, Bangkok 10600, Thailand 
*E-mail: arunchan_57@hotmail.com 
 
Abstract 
This research aimed to analyze and compare inhibitory effects of lactic acid bacteria, Pediococcus pento-
saceus AUB1, ATB1, SRB1 and LBB1, which was isolated from LoogPang Kaomark on enteropathogenic bacteria, 
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella flexeri, Shigella boydii and Shigella sonnei. Well 
test with viable cell count of lactic acid bacteria and survival detection in enteric simulation system were investigated. 
In overall, the results of bioassay showed that lactic acid bacteria, Pediococcus petosaceus AUB1, ATB1 and SRB1, 
which were cultivated at temperatures of 30 oC as well as pH 5.0 and 7.0, performed the highest inhibitory effects against 5 
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enteropathogenic bacteria, except Staphylococcus aureus. However, 4 strains of P. petosaceus can not survive in 3 mg/mL 
pepsin at pH 3.0 and 2.5.  Moreover, bile solution at the concentration of 1–7% (pH 8.0) showed bactericidal agent for 
the four strains of P. petosaceus. 
 
Keywords: Pediococcus pentosaceus, Lactic acid bacteria, Enteropathogenic bacteria, Pepsin, Bile 
  
บทนํา  
 ลูกแปงเปนแหลงจุลินทรียยอยแปงและน้ําตาล เกิด- 
จากภูมิปญญาทองถ่ินของชาวเอเชียรวมทั้งคนไทยที่สามารถ
ทําลูกแปงไวใชเปนหัวเชื้อหมักขาวนึ่งสําหรับทําขนมหวาน
ท่ีมีแอลกอฮอลเล็กนอย คือ ขาวหมาก และเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล 
เชน สาโท กระแช และอุ ลูกแปงสามารถเก็บไวใชไดนานนับ
เดือน ในลูกแปงขาวหมากประกอบดวยจุลินทรีย 3 ประเภท 
คือ รา ยีสต และแบคทีเรีย โดยมีองคประกอบของสมุนไพร
แตละทองถ่ินผสม เชน กานพลู พริกไทยดีปลี กระเทียม และ
ขิง สมุนไพรเหลานี้มีสมบัติยับย้ังจุลินทรียกอโรคและจุลินทรีย
ท่ีทําใหเกิดรสชาติของขาวหมากไมดีโดยยอมใหจุลินทรีย
บางชนิดท่ีใชวัตถุดิบซึ่งเปนขาวพ้ืนเมืองของแตละประเทศ
ไดและใหกล่ินดี (วีระสิทธิ์ กัลยากฤต และวรศักด์ิ ชางภา, 2553; 
Rajsekhar et al., 2012) จากการศึกษาวิจัยจุลินทรียในลูก
แปงพบชนิดของรายอยแปงท่ีสําคัญ ไดแก Amylomyces 
rouxii, Endomycopsis fibuligera, Hansenula anomala 
และ Rhizopus oryaze สําหรับยีสตในลูกแปงมีหนาท่ีใชน้ําตาล
ท่ีเปนผลผลิตจากการยอยแปงโดยราแลวเปล่ียนไปเปนแอล-
กอฮอล (เอทานอล) และบางชนิดใหผลผลิตเปนเอสเทอร (ester) 
ซึ่งใหกล่ินเฉพาะกับผลิตภัณฑ ลูกแปงจากบางทองถ่ินอาจ
พบแบคทีเรียกลุมสรางกรดแลคทิก (lactic acid) เชน Pedio-
coccus pentosaceus และ Lactobacillus spp. นอกจากนี้
บอยคร้ังท่ีพบแบคทีเรียผลิตกรดน้ําสมสายชู (acetic acid) 
เชน Acetobacter spp. และ Gluconobacter spp. แบคทีเรีย
ในลูกแปงมีบทบาทในรสชาติของผลิตภัณฑอาหารหมักดาน
กล่ินและรสชาติเปรี้ยว ซึ่งบางประเทศจะยอมรับในกล่ินและ
รสชาติท่ีเกิดจากการเจริญของแบคทีเรีย อยางไรก็ตามหาก
พบแบคทีเรียกลุมอื่นนอกเหนือจาก 2 กลุมดังกลาว เชน 
Bacillus spp. มักทําใหเกิดกล่ินและรสชาติไมดี ซึ่งทําให
คุณภาพของผลิตภัณฑดอยลง (นภา โลหทอง, 2537) 
 ปจจบัุนมีการศึกษาสมบัติและประโยชนของจุลินทรีย
โพรไบโอติก (probiotic) คอนขางมาก จนกระทั่งผลิตเปน
การคาในรูปของเปนอาหารเสริมโพรไบติก ซึ่งพบวามีประโยชน
ตอผูบริโภคโดยชวยเพิ่มประสิทธิภาพการทํางานของการยอย
อาหารและลดการติดเชื้อในระบบทางเดินอาหาร แบคทีเรีย
ท่ีใชเปนโพรไบโอติกสวนใหญเปนกลุมแบคทีเรียกรดแลกทิก 
(lactic acid bacteria) ท่ีสําคัญ ไดแก Lactobacillus casei, 
L. acidophilus, L. crispatus และ Bifidobacterium spp. 
(ไชยวัฒน ไชยสุต, 2554; Holzapfel and Schillinger, 2002) 
แบคทีเรียกรดแลกทิกท่ีพบในอาหารหมักสวนใหญเปนจุลินทรีย
ท่ีมีความปลอดภัยตอมนุษย จุลินทรียพวกนี้สามารถสรางสาร-
ปฏิชีวนะกลุมแบคเทอริโอซิน (bacteriocin) และกรดแลกทิก
ยับย้ังจุลินทรียกอโรคในระบบทางเดินอาหารและจุลินทรีย
ชนิดอ่ืน รวมทั้งมีสมบัติถนอมอาหารไมใหเนาเสียเร็ว จึงมี
ความพยายามผลิตแบคเทอริโอซินเพ่ือใชยืดอายุของอาหาร
แทนสารเคมีกันบูด (Cleveland et al., 2001) แบคเทอริโอซิน
จากแบคทีเรียกรดแลกทิก เชน Lactococcus lactis ผลิต
แลกทิซิน (lacticin) L. sake ผลิตซาคาซิน (sakasin) และ 
Pediococcus acidilactici ผลิตเพดิโอซิน (pediocin) (Hen-
derson et al., 1992; Holck et al., 1992; Ryan et al., 
1996) ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดท่ีแลกทิกแบคทีเรียท่ีพบใน
ลูกแปงขาวหมากของไทยจะมีสมบัติเปนโพรไบโอติก สามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารและสามารถนําไปใช
ประโยชนในดานตางๆ ไดในอนาคต 
 งานวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงคทดสอบประสิทธิภาพ
การยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลกทิก Pediococcus pentosa-
ceus AUB1 ATB1 SRB1 และ LBB1 ซึ่งแยกไดจากลูกแปง
ขาวหมากตอแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร ไดแก Escheri-
chia Staphylococcus aureus Salmonella typhi  Shigella 
flexneri  Shigella boydii และ Shigella sonnei  ท่ีภาวะคา
ความเปนกรด–เบสและอุณหภูมิตางกัน และตรวจสอบการ
รอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลกทิกท่ีภาวะเลียนแบบระบบ
ยอยอาหาร เพ่ือเปนขอมูลแสดงสมบัติความเปนโพรไบโอกติก
ของแบคทีเรียกรดแลกทิก P. pentosaceus ท้ัง 4 สายพันธุ 
และเปนขอมูลในการพิจารณานําแบคทีเรียกรดแลกทิกนี้ไป
ใชประโยชนในดานอื่น ๆ ตอไป 
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วิธีดําเนินการวิจัย 
เชื้อจุลินทรีย 
 1. แบคทีเรียกรดแลกทิก ไดแก Pediococcus 
pentosaceus สายพันธุ AUB1 LBB1 ATB1 และ SRB1 
คัดแยกไดจากลูกแปงขาวหมากท่ีผลิตในจังหวัดพระนครศรี-
อยุธยา ลพบุรี อางทอง และสระบุรี ของประเทศไทย ตาม 
ลําดับ (อรุณ ชาญชัยเชาววิวัฒน และคณะ, 2555) โดยเก็บ
รักษาไวในอาหารแข็ง MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 2. แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร ไดแก Escheri-
chia coli, Staphylococcus aureus, Shigella boydii, Shi-
gella flexneri, Shigella sonnei และ Salmonella typhi จาก
กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข ประเทศ
ไทย โดยเก็บรักษาไวในอาหารแข็ง NA (nutrient agar) ท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
ทดสอบประสิทธิภาพแบคทีเรียกรดแลกทิกในการยับยั้ง
แบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารที่คาความเปนกรด–เบส 
และอุณหภูมิตางกัน 
 1. เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเลี้ยงแบคทีเรียกรด
แลกทิก Pediococcus pentosaceus สายพันธุ AUB1 LBB1 
ATB1 และ SRB1 ในอาหารเหลว MRS และแบคทีเรียกอ
โรคทางเดินอาหาร (เชื้อทดสอบ) ไดแก Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Shigella boydii, Shigella flex-
neri,  Shigella sonnei และ Salmonella  typhi ในอาหาร-
เหลว NB (nutrient broth) บมท่ีอุณหภูมิหอง (28 องศา-
เซลเซียส) เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 2. ทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังของแบคทีเรียกรด
แลกทิกดวยวิธี  well  test  โดยดูดเชื้อทดสอบดวยปเปต 
(pipette) ปลอดเชื้อ ปริมาณ 0.1 มิลลิลิตร ลงบนจานเพาะ
เชื้อ (plate) ท่ีมีอาหารแข็ง NA  (nutrient agar) ท่ีปรับคา
ความเปนกรด–เบส เทากับ 5.0, 7.0 และ 9.0 แลวกระจาย
เชื้อ (spread) ดวยแทงแกวงอท่ีฆาเชื้อ รอจนผิวหนาอาหาร 
แหง จากนั้นเจาะอาหารแข็งดวยแทงโลหะกลวง (cork borer) 
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6.0 มิลลิเมตร ดูดหัวเชื้อแบคทีเรีย
กรดแลกทิกแตละสายพันธุดวยปเปต ปริมาณ 20 L ใสลง
ในหลุมบนอาหารแข็ง NA ท่ีมีเชื้อทดสอบแตละชนิดอยู จากนั้น
นําจานเพาะเชื้อท้ังหมดไปแลวบมท่ีอุณหภูมิ 28 30 37 และ 
40 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง 
 3. วัดเสนผาศูนยกลางวงใส (clear zone) ท่ีเกิดจาก
ฤทธิ์ยับย้ังของแบคทีเรียกรดแลกทิกตอแบคทีเรียกอโรค
ทางเดินอาหารแตละชนิดในแนวตั้ง (x) และแนวนอน (y) แลว
นํามาหาคาเฉล่ีย คือ 2y)(x  
 4. ทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังของแบคทีเรียกรด 
แลกทิกจํานวน 3 ซ้ํา และใชน้ํากล่ันท่ีฆาเชื้อแลวเปนตัวควบคุม 
(control) แทนการใชแบคทีเรียกรดแลกทิก 
 
ตรวจสอบความสามารถในการรอดชีวิตของแบคทีเรีย
กรดแลกทิกในภาวะเลียนแบบระบบยอยอาหาร 
 ตรวจสอบความสามารถในการอยูรอดของแบคทีเรีย
กรดแลกทิกในภาวะเลียนแบบระบบยอยอาหาร ไดแก ภาวะ
ท่ีมีเอนไซมเพปซิน (pepsin from porcine gastric mucosa, 
Sigma, Singapore) และมีนํ้าดี (bile, bovine, Fluka, Singa-
pore) ดังน้ี 
 1. เตรียมหัวเชื้อแบคทีเรียโดยเล้ียงแบคทีเรียกรด
แลกทิก Pediococcus pentosaceus สายพันธุ ATB1 LBB1 
AUB1 และ SRB1 ในอาหารเหลว MRS บมท่ีอุณหภูมิหอง 
(28 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 24 ชั่วโมง 
 2. ดูดหัวเชื้อแบคทีเรียกรดแลกทิกแตละสายพันธุ
ดวยปเปต จํานวน 1 มิลลิลิตรใสลงในหลอดเซ็นตริฟวจ (cen-
trifuge tube) นําไปปนเหว่ียงท่ีความเร็ว 3,000 รอบตอนาที 
ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ลางเซลลดวย
สารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 จํานวน 2 คร้ัง
จากน้ันนําเซลลไปทดสอบความสามารถในการอยูรอด 
 3. ทดสอบความสามารถในการอยูรอดในภาวะที่มี
เอนไซมเพปซินและน้ําดี 
  3.1 นําเซลแบคทีเรียกรดแลกทิกท่ีเตรียมไวมา
กระจายในหลอดสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขนรอยละ 0.85 
ปริมาณ 1.0 มิลลิลิตร ซ่ึงปรับคาความเปนกรด–เบสเทากับ 
3.0 และ 2.5 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) เขมขน 
0.1 โมลาร (M) และมเีอนไซมเพปซินปริมาณ 3.0 มิลลิกรัม 
หรือท่ีภาวะมีนํ้าดีความเขมขนรอยละ 1.0–7.0 ท่ีปรับคาความ
เปนกรด–เบสดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
เขมขน 0.01 นอรมัล (N) อยูดวย 
 3.2 นําหลอดแบคทีเรียกรดแลกทิกไปบมท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในอางนํ้าควบคุมอุณหภูมิเปนเวลา 0  3 
6  9 และ 12 ชั่วโมง 
 3.3 ตรวจการรอดชีวิตโดยวิธีกระจายเชื้อบนจาน 
(spread plate) ท่ีมีอาหาร NA (คาความเปนกรด–เบส เทากับ 
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 7.0) บมเชื้อท่ี 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลว
นับจํานวนคอโลนีท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 
 
วิธีวิเคราะหขอมูล 
   แสดงขนาดเสนผาศูนยกลางวงใสของการยับย้ัง
ในรูปแบบคาเฉล่ีย ( x ) และคาเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) 
วิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลดวยวิธี One–way ANOVA 
และเปรียบเทียบคาเฉล่ียโดยใชการทดสอบแบบ Duncan’s 
multiple range test (DMRT) ท่ีระดับนัยสําคัญ .05 
 
ผลการวิจัย 
 จากการทดสอบประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรีย
กอโรคทางเดินอาหารของแบคทีเรียกรดแลกทิก Pediococcus 
pentosaceus สายพันธุ AUB1 LBB1 ATB1 และ SRB1 
ซ่ึงแยกไดจากตัวอยางลูกแปงขาวหมากท่ีผลิตใน 4 จังหวัด
ภาคกลางของประเทศไทย คือ จังหวัดพระนครศรีพระนคร-
ศรีอยุธยา ลพบุรี อางทอง และจังหวัดสระบุรี ตามลําดับ ใน
ภาวะความเปนกรด-เบส และอุณหภูมิตางกัน รวมท้ังตรวจ-
สอบอัตราการรอดชีวิตของแบคทีเรียกรดแลกทิกท่ีภาวะ
เลียนแบบกระเพาะอาหารและลําไสเล็ก ไดผลการวิจัยดังน้ี  
 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรียกรดแลกทิก
ในการยับย้ังเชื้อกอโรคทางเดินอาหาร  
    ผลการทดสอบการยับย้ังเชื้อแบคทีเรียกอโรค 
(เชื้อทดสอบ) ไดแก Escherichia coli  Staphylococcus aureus  
Shigella boydii Shigella flexneri Shigella sonnei 
Salmonella typhi  โดยแบคทีเรียกรดแลกทิก Pediococcus 
pentosaceus สายพันธุ ATB1 BB1 AUB1 และ SRB1  ใช
วิธี well  test ในอาหาร NA ท่ีปรับคาความเปนกรด–เบส 
เทากับ 5.0  7.0  และ 9.0 นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 28  30 37 
และ 40 องศาเซลเซียส ไดผลตามตาราง 1–4  
 
ตาราง  1 เสนผานศูนยกลางวงใสของการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารท่ีคาความเปนกรด–เบส เทากับ 5.0 และ 7.0 ท่ี 
     อุณหภูมิหอง   
คาเฉลีย่เสนผานศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
P.  pentosaceus ATB1 P.  pentosaceus LBB1 P.  pentosaceus AUB1 P.  pentosaceus SRB1 ชนิดของ 
แบคทีเรีย pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 
S. boydii 12.66 a ±1.15 12.00a±0.00 26.50b±0.50 – 28.33±1.52b – 25.66c±0.28 12.00c±0.00 
S. flexneri 15.00b±1.00 12.00a±0.00 26.00b±1.80 13.83b±0.28 28.83±0.57b 13.50a±0.50 21.83b±0.28 6.66ab±0.57 
S. sonnei 13.16a±0.28 12.00a±0.00 23.50a±0.50 11.66a±0.57 24.00±1.00a – 21.16b±0.76 12.66c±0.28 
S. typhi 21.33 c±1.04 12.66b±0.57 30.66c±1.15 13.33b±0.57 30.33±0.57b 15.50b±0.50 26.00c±3.46 7.16b±1.04 
S. aureus – – – – – – 18.00a ±1.00 – 
E. coli 13.66 ab±0.76 12.66b±0.28 22.83a±1.89 – 23.16a±0.28 – 19.16ab±0.76 5.83a±0.67 
      หมายเหตุ  คาเฉลีย่ ( x ±SD) ตามดวยอักษร a , b, c… ตางกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงคาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
และ (–) ไมพบวงใสของการยับยั้ง
 จากผลการทดสอบแบคทีเรียกรดแลกทิก 4 สายพันธุ 
ดังในตาราง 1 พบวา แบคทีเรียกรดแลกทิก P. pentosaceus 
SRB1 ท่ีเพาะเล้ียงในภาวะคาความเปนกรด–เบส 5.0 บมท่ี
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส สามารถยับย้ังแบคทีเรียกอโรค
ทางเดินอาหารไดจํานวนชนิดมากท่ีสุด คือ 6 ชนิด ไดแก 
S. boydii  S. flexneri  S. sonne S.  typhi S. aureus และ 
E. coli นอกจากนี้ผลทดสอบในภาวะคาความเปนกรด–เบส 
7.0 พบวา สายพันธุ SRB1 และ ATB1 สามารถยับย้ังแบค-
ทีเรียกอโรคทางเดินอาหารไดจํานวนชนิดมากกวา P. pento-
saceus สายพันธุ LBB1 และ AUB1 ซ่ึงในภาพรวมท่ีคาความ
เปนกรด–เบส 5.0 ใหผลการยับย้ังเชื้อทดสอบดีกวาท่ีคาความ
เปนกรด–เบส 7.0 โดยสังเกตจากจํานวนและขนาดของวงใสที่
เกิดขึ้น โดยท่ีภาวะความเปนกรด–เบสเทากับ 9.0 ไมพบวง
ใสในทุกตัวอยางของแบคทีเรียทดสอบ 
 จากผลการตรวจสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย
กรดแลกทิก (ตาราง 2) พบวา P. pentosaceus ATB1 AUB1 
LBB1 และ SRB1 ท่ีเพาะเล้ียงในภาวะคาความเปนกรด–เบส 
5.0 และ 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถยับย้ัง 
S. boydii  S. flexneri  S. sonnei  S. typhi และ E. coli แต
ไมสามารถยับย้ัง S. aureus ไดโดยสังเกตจากเสนผานศูนย-
กลางวงใสท่ีปรากฏ และในภาวะความเปนกรด–เบส เทากับ 
9.0 ไมพบวงใสในทุกตัวอยางของแบคทีเรียทดสอบ 
วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 4 ฉบับท่ี 2 (2556) 
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ตาราง 2 เสนผานศูนยกลางวงใสของการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารท่ีคาความเปนกรด–เบส 5.0 และ 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 30oC  
คาเฉลีย่เสนผานศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
P.  pentosaceus ATB1 P.  pentosaceus LBB1 P.  pentosaceus AUB1 P.  pentosaceus SRB1 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 
pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 
S. boydii 14.00b±1.32 13.33d±0.28 14.50c±0.86 11.66c±0.57 19.16c±0.28 13.50bc±0.50 13.00a±0.00 12.83ab±0.28 
S. flexneri 14.33b±0.57 12.66c±0.57 12.66b±0.75 10.83b±0.28 14.83b±1.44 13.00bc±0.50 14.83b±0.76 12.66ab±0.57 
S. sonnei 13.83b±0.76 12.00b±0.00 12.66b±0.38 10.00a±0.00 13.50ab±0.86 11.66a±0.76 13.00a±0.50 13.50c±1.00 
S. typhi 16.83c±0.28 12.00b±0.00 16.00d±0.86 11.50±0.50 18.16c±1.52 14.00c±1.00 18.00c±0.86 13.66c±0.57 
S. aureus – – – – – – – – 
E. coli 11.66a±0.28 11.16a±0.57 10.00a±0.00 10.00a±0.00 12.66a±0.57 12.50ab±0.50 13.66ab±1.15 12.00a±0.00 
 หมายเหตุ คาเฉลี่ย ( x ±SD) ตามดวยอักษร a , b, c… ตางกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงคาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) และ 
    (–) ไมพบวงใสของการยับยั้ง 
 
 ภาพท่ี 1 วงใสจากฤทธิ์ยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียกรดแลก-
ทิก P. pentosaceus ATB1 LBB1 AUB1 และ SRB1 
ตอเชื้อแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร S. boydii 
และ S. typhi (ดานขวา) ท่ีคาความเปนกรด–เบส
เทากับ 5.0 และอุณหภูมิ 37oC เปรียบเทียบกับภาวะ
ควบคุม (ดานซาย) 
 จากผลการตรวจวัดวงใสท่ีเกิดจากการยับย้ังเชื้อ
ทดสอบ (ตาราง 3 และภาพท่ี 1) พบวา สายพันธุแบคทีเรีย
กรดแลกทิก P.  pentosaceus LBB1 AUB1 และ SRB1 ท่ี
เพาะเล้ียงในภาวะคาความเปนกรด–เบส 5.0 ท่ีอุณหภูมิ 37 
oC สามารถยับย้ังเชื้อทดสอบได 4 ชนิด คือ S. boydii  S. 
flexneri  S. typhi  และ E. coli  ในขณะท่ี P. pentosaceus 
ATB1 สามารถยับย้ังเชื้อทดสอบไดเพียง 2 ชนิด คือ S. boydii 
และ S. flexneri นอกจากนี้ท่ีภาวะคาความเปนกรด–เบส 7.0 
พบวา P.  pentosaceus SRB1 สามารถยับย้ังเชื้อไดมาก 
ชนิดท่ีสุด คือ S. boydii  S.  flexneri  S. sonnei  S.  typhi  
และ E. coli ยกเวน S. aureus ซ่ึงในภาพรวมท่ีคาความเปน
กรด–เบส 5.0 ใหผลการยับย้ังเชื้อทดสอบดีกวาท่ีคาความ
เปนกรด–เบส 7.0 โดยสังเกตจากขนาดของวงใสที่เกิดขึ้น 
และท่ีคาความเปนกรด–เบส เทากับ 9.0 น้ันไมพบวงใสในทุก
ตัวอยางของเชื้อทดสอบ 
 จากตาราง 4 สายพันธุแบคทีเรียกรดแลกทิก P.  pento-
saceus ATB1 AUB1 LBB1 และ SRB1 ท่ีเพาะเล้ียงในภาวะ
คาความเปนกรด–เบสเทากับ 5.0 ท่ีอุณหภูมิ 40oC  สามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียทดสอบได 5 ชนิด คือ E. coli S. aureus  
S. boydii  S. flexneri และ S. sonnei ซ่ึงยกเวนเพียง 1 ชนิด 
คือ S.a typhi และท่ีภาวะคาความเปนกรด–เบสเทากับ 7.0 
พบวา P.  pentosaceus SRB1 สามารถยับย้ังเชื้อทดสอบ
ไดมากชนิดท่ีสุด คือ S. boydii  S. flexneri  S.  sonnei และ 
E. coli  โดยในภาพรวมท่ีคาความเปนกรด–เบส เทากับ 5.0 
ใหประสิทธิภาพการยับย้ังเชื้อทดสอบมากวาท่ีคากรด–เบส 
เทากับ 7.0 ท้ังในดานจํานวนและฤทธิ์การยับย้ัง โดยสังเกต
ขนาดวงใสท่ีปรากฏ และท่ีคาความเปนกรด–เบส เทากับ 9.0 
ไมพบวงใสในทุกตัวอยางของเชื้อทดสอบ 
 
การทดสอบการอยูรอดของแบคทีเรียกรดแลกทิกใน
สภาวะเลียนแบบระบบทางเดินอาหาร 
ความสามารถในการทนกรดและเอนไซมเพปซิน 
 จากการทดลองนําสายพันธุแบคทีเรียกรดแลกทิก
ท่ีแยกไดจากลูกแปงขาวหมากท่ีทําในจังหวัดอางทอง ลพบุรี 
พระนครศรีอยุธยา และสระบุรี ไดแก P. Pentosaceus  ATB1 
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ตาราง 3  เสนผานศูนยกลางวงใสของการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารท่ีคาความเปนกรด–เบส  5.0 และ 7.0 ท่ีอุณหภูมิ 37oC 
คาเฉลีย่เสนผานศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
P.  pentosaceus ATB1 P.  pentosaceus LBB1 P.  pentosaceus AUB1 P.  pentosaceus SRB1 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 
pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 
S. boydii 26.33b±1.15 – 22.66b±1.25 – 25.33d±0.57 – 20.33b±1.15 11.00a±0.00 
S. flexneri 17.83a±1.04 – 22.00b±2.64 12.00b±0.00 18.33c±1.52 – 15.00a±1.00 10.66a±0.57 
S. sonnei – – – – – – – 11.33a±0.57 
S. typhi – 11.66a±0.57 22.66b±0.76 11.00a±0.00 12.16a±0.28 11.00a±0.50 21.66c±0.57 11.33a±0.57 
S. aureus – – – – – – – – 
E. coli – – 14.33a±1.89 11.66b±0.57 15.50b±0.50 11.00a±0.00 16.00a±0.00 11.00a±0.00 
  หมายเหตุ คาเฉลี่ย ( x ±SD) ตามดวยอักษร a , b, c… ตางกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงคาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) และ  
                (–) ไมพบวงใสของการยับยั้ง 
 
ตาราง 4  เสนผานศูนยกลางวงใสของการยับย้ังเชื้อกอโรคทางเดินอาหารท่ีคาความเปนกรด–เบส  5.0 และ 7.0  ณ อุณหภูมิ 40oC 
คาเฉลีย่เสนผานศูนยกลางของวงใส (มิลลิเมตร) 
P.  pentosaceus ATB1 P.  pentosaceus LBB1 P.  pentosaceus AUB1 P.  pentosaceus SRB1 
ชนิดของ 
แบคทีเรีย 
pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 pH 5 pH 7 
S. boydii 31.83c±1.52 11.33b±0.57 35.66c±1.15 - 35.83±0.28c 14.00b±1.32 30.83c±2.02 14.66b±1.04 
S. flexneri 27.50b±1.32  7.50a±0.50 22.66b±2.15 - 22.33±1.15b 12.33a±0.57 25.83b±3.25 11.66a±0.28 
S. sonnei 14.00a±0.86 – 16.16a±2.20 12.00±1.00b 15.33±1.04a – 17.66a±0.76 12.33a±0.28 
S. typhi – – – – – – – – 
S. aureus 15.33a±2.08 – 16.50a±0.86 11.00±0.00a 17.00a±2.17 – 15.50a±1.00 – 
E. coli 14.16a±0.28 – 15.00a±1.00 11.16±0.28a 15.33a±1.15 – 14.83a±0.76 12.00a±1.00 
  หมายเหตุ คาเฉลี่ย ( x ±SD) ตามดวยอักษร a , b, c… ตางกันในคอลัมนเดียวกัน แสดงคาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) และ  
                (–) ไมพบวงใสของการยับยั้ง 
LBB1 AUB1 และ SRB1 มาทดสอบความสามารถในการ
ทนตอกรดท่ีคาความเปนกรด–เบส 2.5 และ 3.0 โดยมีเอนไซม
เพปซินผสมอยูในอาหารเหลว NB ความเขมขน 3 mg/mL 
ซ่ึงเปนภาวะเลียนแบบระบบในกระเพาะอาหาร พบวา แบคทีเรีย
กรดแลกทิกท้ัง 4 ชนิดไมสามารถทนตอสภาวะนี้ได 
ความสามารถในการทนเกลือนํ้าดี 
 จากการทดลองนําสายพันธุแบคทีเรียกรดแลกทิก
ท่ีแยกไดจากลูกแปงขาวหมากท่ีทําในจังหวัดอางทอง ลพบุรี 
พระนครศรีอยุธยา และสระบุรี  ไดแก P.  pentosaceus ATB1 
LBB1 AUB1 และ SRB1 มาทดสอบ มีความสามารถในการ
ทนเกลือนํ้าดีความเขมขนรอยละ 1.0 3.0 5.0 และ 7.0 ท่ี
สภาวะคาความเปนกรด–เบส 8.0 ซ่ึงเปนสภาวะเลียนแบบ
ระบบลําไสเล็ก  พบวา สายพันธุแบคทีเรียกรดแลกทิกท้ัง 4 
สายพันธุไมสามารถทนตอภาวะน้ีได 
 
สรุปผลวิจัย 
 จากการศึกษาผลประสิทธิภาพการยับย้ังของแบคทีเรีย 
กรดแลกทิก Pediococcus pentosaceus สายพันธุ AUB1 
LBB1 ATB1 และ SRB1 ท่ีคัดแยกไดจากลูกแปงขาวหมาก
ท่ีผลิตในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา ลพบุรี อางทอง และสระบุรี 
ตามลําดับ ตอการยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหาร คือ 
Escherichia coli Staphylococcus aureus Shigella boydii,  
Shigella flexneri Shigella sonnei และ Salmonella typhi 
ท่ีภาวะความเปนกรด–เบส 5.0 7.0 และ 9.0 และอุณหภูมิ
ตางกัน ไดแก 28  30  37 และ 40 องศาเซลเซียส พบวา P. 
pentosaceus AUB1 ATB1 SRB1 และ LBB1 สามารถ
ยับย้ังแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารไดจํานวนมากชนิดท่ีสุด 
(ยกเวน Staphylococcus aureus ) ท่ีคาความเปนกรด–เบส 
เทากับ 5.0 และ 7.0 ณ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในขณะท่ี 
S. boydii  และ S. flexneri  ถูกยับย้ังโดย P. pentosaceus 
ท้ัง 4 สายพันธุ ท่ีคาความเปนกรด–เบสเทากับ 5.0 และ 7.0 
และทุกอุณหภูมิท่ีใชทดสอบ สําหรับความเปนกรด–เบส เทากับ 
9.0 ไมพบวงใสของการยับย้ังท่ีทุกอุณหภูมิของการทดสอบ 
นอกจากน้ียังพบวา P. pentosaceus AUB1 ATB1 SRB1 
วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 4 ฉบับท่ี 2 (2556) 
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และ LBB1 ไมสามารถเจริญไดท่ีสภาวะเลียนแบบระบบทาง-
เดินอาหารซึ่งมีเอนไซมเพปซินเขมขน 3.0 มิลลิกรัมตอมิลลิ-
ลิตร (ความเปนกรด–เบส เทากับ 3.0 และ 2.5) และภาวะมี
นํ้าดีรอยละ 1.0–7.0 (คาความเปนกรด–เบส เทากับ 8.0) 
 
อภิปรายผล 
 การวิจัยในครั้งน้ีไดทดสอบสมบัติโพรไบโอติกของ
แบคทีเรียกรดแลกทิก คือ Pediococcus pentosaceus สาย
พันธุ ATB1 LBB1 AUB1 และ SRB1 คัดแยกไดจากลูก-
แปงขาวหมากในประเทศไทย (อรุณ ชาญชัยเชาววิวัฒน และ
คณะ, 2555) ในดานประสิทธิภาพการยับย้ังแบคทีเรียกอโรค
ทางเดินอาหาร ไดแก Escherichia coli, Staphylococcus 
aureus  Shigella boydii Shigella flexneri Shigella sonnei 
และ Salmonella typhi และความสามารถทนตอภาวะเลียน-
แบบในระบบทางเดินอาหาร ซ่ึงพบวา P. pentosaceus 4 
สายพันธุ มีความสามารถยับย้ังเชื้อทดสอบเหลาน้ีได ขึ้นอยู
กับสภาพความเปนกรด–เบส และอุณหภูมิ โดยสามารถทน
ความเปนกรดไดท่ี 5.0 และอุณหภูมิสูงถึง 40oC และยังคง
มีความสามารถในการยับย้ังเชื้อกอโรคทางเดินอาหารไดบาง-
ชนิด ดังนั้น P. pentosaceus จึงมีโอกาสที่จะเจริญในรางกาย
ของมนุษยและสัตวไดหลายชนิด (Duangjitcharoen et al., 
2009) อยางไรก็ตามท่ีคาความเปนกรด–เบสเทากับ 9.0 พบ-
วา P. pentosaceus ท้ัง 4 สายพันธุไมสามารถเจริญได (ไมได
แสดงผลไวในท่ีน้ี) นอกจากนี้ประสิทธิภาพในการยับย้ังแบค- 
ทีเรียกอโรคทางเดินอาหารของแบคทีเรียแลกทิก P. pento-
saceus ท่ีใชทดสอบในครั้งนี้อาจมาจากความสามารถในการ
สรางกรดแลกทิกและสรางแบคเทอริโอซิน (เพดิโอซิน) ท่ีมี
ผลยับย้ังการเจริญของแบคทีเรียชนิดอ่ืน (Henderson et al., 
1992; Ryan et al., 2002; Rittiplang et al., 2005) และถา 
P. pentosaceus จากลูกแปงขาวหมากเขาสูระบบทางเดิน
อาหารโดยสามารถเจริญและเกาะติดกับเน้ือเย่ือบุผิวลําไสได 
สารท่ีเชื้อผลิตขึ้นเหลาน้ีจะมีประโยชนในการปองกันหรือลด
การติดเชื้อจากแบคทีเรียกอโรคทางเดินอาหารได (Duangjit-
charoen et al., 2009; Grajek et al., 2005; Holzapfel and 
Schillinger, 2002; Zubillaga et al., 2001) แบคทีเรียกรด
แลกทิก P. pentosaceus เปนแบคทีเรียท่ีพบไดมากในลูก
แปงขาวหมากท่ัวไป ซ่ึงอาจพบไดมากถึง 104–107 เซลลตอ-
กรัม (นภา โลหทอง, 2537) ดังนั้นการรับประทานขาวหมาก
จึงมีโอกาสไดรับแบคทีเรียแลกทิก P. pentosaceus เขาสู
รางกาย เชื้อน้ีจึงมีสวนสําคัญตอประโยชนของขาวหมากใน
ดานเปนอาหารโพรไบโอติกท่ีสงเสริมสุขภาพ อยางไรก็ตาม
จากการตรวจสอบการรอดชีวิตของเชื้อ P. pentosaceus ท้ัง 
4 สายพันธุในภาวะเลียนแบบระบบทางเดินอาหารโดยวิธีเพาะ- 
เล้ียงเซลลโดยตรงในอาหารเหลวผสมเอนไซมเพปซินหรือ
นํ้าดี พบวา เชื้อไมสามารถเจริญได แตหากวา P. pento-
saceus อยูในขาวหมาก การรอดชีวิตของเชื้อน้ีในระบบทางเดิน
อาหารของมนุษยและสัตวอาจพบไดเพ่ิมขึ้น เน่ืองจากขาว-
หมากจะชวยในการปกปองเซลลแบคทีเรียไมใหสัมผัสกับ
นํ้ายอยในระบบทางเดินอาหารโดยตรง และถึงแมวาเซลล P. 
pentosaceus จะตายเมื่ออยูในระบบทางเดินอาหารก็ตาม 
แตจากการวิจัยหลายแหลงพบวา เซลลตายของแบคทีเรีย
กรดแลกทิกสามารถกระตุนและปรับสมดุลของภูมิคุมกันราง-
กายได (Sashihara et al., 2006) ปองกันสารกอมะเร็ง และ
กระตุนการสรางอินเทอฟรอน (interferon) (Maeda et al., 
2009; Murosaki et al., 1998) รวมท้ังสามารถลดระดับคอ-
เลสเทอรอล (cholesterol) ในเลือด (Sirilun et al., 2010) 
ปจจุบันจึงมีแนวคิดผลิตโพรไบโอติกในรูปแบบจุลินทรียเซลล
ตายเปนการคา (ไชยวัฒน ไชยสุต, 2554) นอกจากน้ีใน
อนาคตอาจนํา P. pentosaceus AUB1 ATB1 SRB1 และ 
LBB1 มาศึกษาความสามารถในการผลิตสารปฏิชีวนะแบค-
เทอริโอซินเพ่ือใชประโยชนเปนสารถนอมอาหารแทนสาร-
เคมีกันบูดไดอีกทางหน่ึง 
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